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RESUMO

O uso de biotecnologias garante melhorias nos processos reprodutivos, possibilitando
maiores taxas de gestagdo, como o uso de praticas como inseminacgao artificial (1A) e
a fertilizagao in vitro (FIV). Embora o uso de sémen fresco possibilite maiores taxas
de gestacao, quando criopreservado, possibilita manejo facilitado com estocagem por
maiores periodos. Para a criopreservagao do sémen, exige-se o uso de crioprotetores
e outros diluentes como o glicerol. A presenga de bactérias no sémen, oriundas de
uma fonte de contaminagao, por sua vez podem reduzir a capacidade de fecundagao
dos espermatozoides, devido isso o uso de antimicrobianos capazes de mitigar a
proliferacdo e viabilidade das bactérias sdo cada vez mais pesquisados. Na FIV a
presencga de bactérias esta associada ao baixo sucesso da técnica e na IA ha quadros
de endometrites. Os extratos naturais, cada vez mais vistos como potencialidades,
especialmente nos mercados que buscam sustentabilidade. Assim, pesquisas que
buscam novos compostos naturais com capacidades antioxidantes e antimicrobianas
sdo muito desejadas. Neste sentido, o extrato de NP apresenta essas caracteristicas,
desta forma, seu acréscimo ao sémen como diluente surge, podendo apresentar
futuros avangos nas biotecnologias da reproducgdo. Diante disso, foram testadas 4
coletas, separadas e 4 amostras de sémen bovino acrescido com trés concentragoes
de NP (0,5%, 0,75% e 1%), comparadas com uma amostra controle, visando a
quantificacdo das unidades formadoras de col6nia (UFC). Observou-se que houve
auséncia de crescimento de bactérias Gram-negativas, P. aeruginosa, Salmonella spp
e Shigella spp. Nas que tiveram crescimento, no caso das bactérias mesdfilas e
Staphylococcus spp nenhuma das amostras acrescidas com NP nas concentragoes
de 0,5%, 0,75% e 1%, apresentaram reducédo no numero de unidades formadoras de
colonia (UFC) significativos. Conclui-se que neste estudo o NP néo foi capaz de
reduzir significativamente o numero de UFC nas amostras. Para pesquisas futuras se
espera fazer estudos voltados para contaminacdo experimental e avaliagdo da

viabilidade do NP meio rico em matéria organica.

Palavras-chave: sémen bovino; FIV; inseminagao artificial; antimicrobiano;
criopreservagao.



ABSTRACT

The use of biotechnology ensures improvements in reproductive processes, enabling
higher pregnancy rates, such as the use of practices such as artificial insemination (Al)
and in vitro fertilization (IVF). Although the use of fresh semen enables higher
pregnancy rates, when cryopreserved, it allows for easier handling with storage for
longer periods. Cryopreservation of semen requires the use of cryoprotectants and
other diluents such as glycerol. The presence of bacteria in semen, originating from a
source of contamination, in turn can reduce the fertilization capacity of sperm, therefore
the use of antimicrobials capable of mitigating the proliferation and viability of bacteria
is increasingly being researched. In IVF, the presence of bacteria is associated with
the low success of the technique and in Al there are cases of endometritis. Natural
extracts are increasingly seen as potential, especially in markets seeking sustainability.
Therefore, research seeking new natural compounds with antioxidant and antimicrobial
capabilities is highly desired. In this sense, NP extract presents these characteristics,
thus, its addition to semen as a diluent arises, which may present future advances in
reproductive biotechnology. In view of this, 4 separate collections and 4 samples of
bovine semen added with three concentrations of NP (0.5%, 0.75% and 1%) were
tested, compared with a control sample, aiming at the quantification of colony forming
units (CFU). It was observed that there was no growth of Gram-negative bacteria, P.
aeruginosa, Salmonella spp and Shigella spp. In those that did show growth, in the
case of mesophilic bacteria and Staphylococcus spp, none of the samples added with
NP at concentrations of 0.5%, 0.75% and 1%, showed a significant reduction in the
number of colony forming units (CFU). It is concluded that in this study, NP was not
able to significantly reduce the number of CFU in the samples. Future research is
expected to involve studies focused on experimental contamination and evaluation of

the viability of NP in a medium rich in organic matter.

Keywords: bovine sémen; FIV; artificial insemination; antimicrobial; cryopreservation.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € o quinto maior pais em extensao territorial no mundo, tendo um forte
setor pecuario com grande participagado na economia e no produto interno bruto (PIB),
com grandes perspectivas de crescimento do segmento. Somente no ano de 2023, a
bovinocultura de corte teve o segundo maior valor bruto de produg¢ao (VPB) chegando
a R$ 183,31 bilhdes conferindo a ela segundo lugar no ranking de maior VPB do pais,
representando grande potencial produtivo (Confederagao da Agricultura e Pecuaria do
Brasil - CNA, 2023),

O Brasil tem o segundo maior rebanho bovino comercial do mundo, com 234.35
milhées de cabecgas, alocados principalmente nos estados de Mato Grosso, Para e
S&o Paulo, com crescimento em ritmo significativo nos ultimos anos (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2022).

As biotecnologias da reprodugdo, como a inseminacgao artificial (IA) e a
fertilizacdo in vitro (FIV) s&o cada vez mais adotadas por produtores que buscam
maior eficiéncia produtiva e reprodutiva nos plantéis bovinos (Bozzi, et al., 2023).

A lA é uma técnica que esta sendo utilizada de forma crescente, permitindo a
multiplicagdo de material genético de um macho especifico de forma rapida em ampla
escala, onde de um ejaculado podem ser envasadas muitas doses de sémen com
volume reduzido, mas com numero de espermatozoides suficiente para fecundar o
oocito feminino (Celeghini et al., 2017; Baruselli et al., 2004).

A |IA apresenta grande importancia na entrada de patdogenos em rebanhos que
nunca tiveram contato com doengas como brucelose, leptospirose, micoplasmose,
clamidofilose, histofilose, rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia viral bovina
(BVD) e lingua azul, uma vez que os agentes etioldgicos destas doengas podem estar
presentes no sémen e sobreviver ao processo de criopreservagao (Lemaire et al.,
1994; Carvalho et al., 2012).

O sémen criopreservado contaminado pode afetar negativamente a fertilidade,
devido a presenca de crioprotetores e diluentes, que permite maior viabilidade nao
somente das células espermaticas, mas também a sobrevivéncia de possiveis
agentes patogenos, como bactérias (Freitas et al., 2020).

De mesma maneira com a criopreservagao do sémen bovino permitiu-se a

comercializagdo de genéticas superiores com maior facilidade, e consequente
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melhoria nos rebanhos, as técnicas de IA, inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
e producao e transferéncia de embrides in vitro também foram pontos chaves (Leite
et al., 2011; Ribeiro et al., 2022).

O sémen é uma suspensao aquosa que contém espermatozoides produzidos
nos testiculos e armazenados no epididimo, e secre¢des das glandulas acessorias do
trato genital masculino, que permitem a sobrevivéncia das células como meio nutritivo,
de deslocamento e de protecdo durante o transito no trato reprodutivo da fémea e
fecundacgao (Mies Filho, 1987; Rodrigues, 2009; Colville; Bassert, 2010).

Com o uso da IA, possibilitou-se que os touros nao necessariamente
precisassem se fazer presentes nas propriedades, fazendo-se a coleta e
posteriormente inseminacao, permitindo a produgao de bezerros mais uniformes, mais
produtivos e rentaveis, pela diminuicdo no intervalo de parto e ganho genético pelo
uso de bovinos provenientes de outras localidades (Rodgers et al., 2012; Baruselli et
al., 2017).

Para a conservacao do sémen criopreservado sao usados crioprotetores e
diluentes como glicerol, etilenoglicol e dimetilsulfoxido (DMSO), que sdo usados para
manutengdo da osmolaridade e tamponamento do meio fluido onde os
espermatozoides se encontram, permitindo sua viabilidade por maiores periodos
(Madeira et al., 2014; Bertol et al., 2014).

Sao usadas também lipoproteinas de baixa densidade (LDL), a fim de proteger
0s espermatozoides de choques térmicos, sendo uma alternativa a gema de ovo
(Gonzalez et al., 2023; Moussa et al., 2002; Madeira et al., 2013). Além disso, muitos
outros aditivos podem ser acrescentados aos diluentes, como enzimas, agentes
antioxidantes e antibidticos (Leite et al., 2011; Bertol et al., 2014).

O uso de antibidticos se da para minimizar a contaminagao natural do sémen,
de maneira a diminuir a transmissao de doencas e reduzir os riscos de endometrites
pela IA sendo uma técnica auxiliar as boas praticas de higiene do processo de coleta
do sémen (Prado e Pérez, 2005).

Genovez et al. (2011) apontaram que pela técnica da IA, no processo de
deposicdo do sémen diretamente no utero do animal, ha possibilidade de facilitagéo
da ocorréncia de endometrites, uma vez que os microrganismos n&o sdo expostos
ao pH acido vaginal e a agao bactericida da secregao cérvico-vaginal produzida

durante o estro.
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A presenca de contaminantes também pode influenciar negativamente aspectos
reprodutivos associados com menores taxas de gestagdo e concepgao (Genovez et
al., 1999). Souza et al. (2019) relataram que ha poucos relatos da microbiota natural
no sémen de bovinos reprodutores, nado definindo quais sdo os microrganismos
proprios do ejaculado dos ruminantes.

Reda et al. (2020) abordaram que a prevaléncia de bactérias no esperma tem
efeitos prejudiciais nas células espermaticas, com redugédo da motilidade, viabilidade
e morfologia dos espermatozoides, podendo também ocasionara a liberagdo das
enzimas que permitem a reagao acrossomal de forma prematura, impossibilitando a

adequada fertilizacdo do odcito pelo espermatozoide.

€ um processo que ocorre no espermatozoide durante a fertilizacdo e que consiste na
liberagdo de enzimas que permitem a penetragdo do espermatozoide no évulo

Duracka et al. (2021) encontraram correlacdo positiva entre a carga bacteriana
e leucdcitos no sémen, além da quantidade de bactérias que podem afetar na resposta
imune, causando estresse oxidativo e contribuindo para alteracdes morfologicas e
guedas na capacidade de fertilizagao.

A noz-peca (Carya illinoinensis) possui em sua casca, folhas e sementes
compostos bioativos com potencial antimicrobiano e antioxidante (Prado et al., 2009),
que incluem, mas nado se limitam ao acido elagico, acido galico, catequina,
epicatequina, e outros compostos fendlicos e taninos.

Moura et al. (2018), avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico da casca de noz-pecad e demonstraram que na concentracédo de 2,5%
foi capaz de inibir o crescimento de S. flexneri, P. aeruginosa e E. coli. Os resultados
indicaram que os extratos de noz-peca apresentaram potencial bacteriostatico
significativo contra esses microrganismos.

Moura et al. (2019) usaram o extrato aquoso de casca de noz-peca e relataram
acao bactericida contra cepas de E. coli, K. pneumoniae, B. cereus e P. aeruginosa.
Nas concentragdes de 15% (v/v) e 20% (v/v) o extrato apresentou agao contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus e Bacillus cereus.

A instrugdo normativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) N° 47, de 23 de novembro de 2007, determina como requisito sanitario para
a producao e comercializacdo de sémen bovino congelado, a adigao de antibidticos

ao material. Devido ha diversos fatores associados atualmente relata-se a diminuigao
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da eficacia dos antimicrobianos, sendo como alternativa a uso de antibiéticos
convencionais o uso de compostos naturais (Madeira et al., 2014).

Alguns microrganismos mesofilos que crescem em temperaturas entre 20 e 40°C
como as gram positivas como Micrococcus spp., Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus spp., Bacillus spp., € gram negativas como Escherichia coli, P.
aeruginosa., Alcaligenes Faecalis, Pseudomonas Pyocyanea, Proteus Vulgaris,
Acinetobacter spp., além de fungos e leveduras sdo ubiquitarios (comensais) da
cavidade prepucial e podem estar relacionados com a contaminagao e baixos indices
reprodutivos (Genovez, Scarcelli e Carvalho. 2011).

A contaminacdo do sémen pode ocorrer por via descendente, devido a
enfermidades sistémicas, que se estendem ao aparelho reprodutor, ou poder ser
ascendentes partindo do das estruturas reprodutivas e atingindo carater sistémico.
Dentre as muitas doencas que podem acometer os bovinos algumas podem
apresentar carater zoonotico como Brucella abortus, Leptospira Spp., Campylobacter
fetus subsp. fetus, Chlamydophila spp (Genovez, Scarcelli e Carvalho, 2011). Madeira
et al. (2014) encontraram redugdo no numero de unidades formadoras de colbnia
quando a coleta de sémen em carneiros foi submetida a boas condi¢goes de higiene,
com a lavagem dos materiais e espac¢os usados durante a coleta, lavagem prepucial,
e manutencao da saude do animal.

Desta maneira a possivel utilizacdo da adigdo do extrato natural da noz-peca
como forma de prevenir, ou mitigar, a ocorréncia de contaminagdo do sémen por
possiveis microrganismos que possam ser relevantes na reproduc¢ao é um ponto a ser
discutido, podendo inclusive melhorar as taxas de gestagcédo de rebanhos bovinos ou
reduzir taxas de falhas nas técnicas de IA e FIV, devido a seu potencial antimicrobiano
e antioxidante associado.

Diante disso, objetiva-se com esse estudo quantificar por meio da contagem de
bactérias presentes nas amostras de sémen bovino acrescidos de diluentes baseado
no NP de noz-peca e saber se o0 acréscimo do extrato em diferentes concentragcbes
pode mitigar o crescimento das mesmas. A possibilidade de uso do extrato da noz-
peca como forma de reduzir os contaminantes no sémen bovino se da pelo seu

potencial antimicrobiano comprovado por inumeros autores.
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2 METODOLOGIA

21 COLETADAS AMOSTRAS

2.1.1 Local e animal

As coletas de sémen foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Reproducao Animal - LABRA, da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria
Universitaria (SUHVU) da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza,
Parana, ap6s submissdo e aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFFES), sob protocolo numero 4373020124.

Para tanto, um bovino Bos taurus taurus, da raca Braford higido em idade
reprodutiva, com escala de condigdo corporal (ECC) 4-5, seguindo escala de 1-5,
descrita por segundo Meneghetti e Vasconcelos (2008), foi submetido a quatro coletas
de sémen, com intervalo de quinze dias, apds avaliacao e certificagdo androlégica
(CBRA, 2013).

2.1.2 Procedimento de coleta

Para as coletas de sémen, o bovino foi contido em tronco de contengao, a fim de
garantir a seguranga do animal e dos manipuladores. Apés restricdo do reprodutor,
realizou-se a higienizagdo do prepucio, com tricotomia, lavagem com solugéo de
Cloreto de Sddio (0,9%) e secagem com papel toalha. As coletas de sémen foram
realizadas mediante eletroejaculador (BOIJEKTOR® 2001).

As coletas foram realizadas em tubos do tipo falcon de 15 ml. O sémen fresco
foi previamente avaliado através do sistema computadorizado de analise espermatica

— CASA (IVOSIIR®, Hamilton Thorne), para avaliacéo da viabilidade espermatica.
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Os ejaculados em seguida foram foi diluido em diluidor TRIS-gema de ovo,
preparado com base na formulagdo: TRIS (Tris hidroximetil-aminometano): 2,42
gramas; acido citrico: 1,34 gramas; Glicerol: 06mL; Glicose: 1,0 gramas e gema de
ovo: 10mL. Todos os constituintes foram mensurados em balanga de precisao, e
posteriormente dissolvidos em 100mL de agua ultrapura (Milli-Q®). A fim de minimizar
a ocorréncia de precipitagdes, foi realizada a filtragem diluente TRIS-gema de ovo e
do extrato natural (NP), com filtros estéreis de 0,22 micras (UniFil®), antes da diluicao
e envase.

O sémen diluido foi acrescido de um extrato natural com potencial antioxidante
e antimicrobiano, de acordo com o grupo experimental, como se segue na Tabela 1,
onde para cada coleta havia uma amostra de cada grupo e para cada uma das
amostras, foram realizados os testes em triplicada se baseando na mesma paleta do

grupo de sémen diluido.

Tabela 1 - Descricdo dos grupos experimentais

Grupo Descricao
Controle: sémen diluido com TRIS-gema de ovo sem
Grupo | o
acréscimo
Grupo Il  Sémen diluido, acrescido de 0,5% de extrato natural — NP
Grupo Il Sémen diluido, acrescido de 0,75% de extrato natural — NP

Grupo IV Sémen diluido, acrescido de 1% de extrato natural — NP

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO NATURAL

As cascas utilizadas para extragdo do NP foram cedidas pela empresa Divinut,
localizada no municipio de Cachoeira do Sul, no Estado do Rio Grande do Sul.

Para obtencdo do extrato aquoso do NP, as cascas foram lavadas em agua
corrente, e submetidas a secagem em estufa a 36°, por 24 horas. Ao passar esse
tempo elas foram trituradas em almofariz de porcelana e pistilo, sendo pesadas 50

gramas das cascas de NP em balancga de preciséao.
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O extrato foi obtido no Laboratdrio de Quimica da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Realeza, com um extrator tipo Soxhlet e como solvente foi
usado 250 ml de 4gua destilada. O ciclo da extragao foi de quatro horas, apds o inicio
do processo de acordo com a metodologia proposta por Amaral et al. (2019) sendo

armazenados em frascos ambar até o procedimento de diluicdo do sémen nas paletas.

2.3 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

O sémen diluido de cada grupo experimental, foi envasado manualmente em
palhetas de 0,25 ml, as quais foram identificadas previamente de acordo com o grupo
experimental, considerando-se a dose de 10 milhdes de espermatozoides viaveis por
palheta. As amostras foram vedadas com alcool polivinilico (PVA) e submetidas ao
método de congelagdo convencional. Apds o envase, todas as palhetas foram
resfriadas por quatro horas, em caixas isotérmicas (Botuflex ®), com o intuito de atingir
temperatura de 4°C, com taxa de resfriamento de menos 0,14°C/minuto. Apds as
quatro horas de resfriamento, as caixas isotérmicas foram abertas, e as palhetas
submetidas ao pré-congelamento em vapor de nitrogénio por 12 minutos, no qual as
palhetas foram mantidas horizontalmente a uma distancia de trés a quatro centimetros
da lamina de nitrogénio liquido e, em seguida submersas em nitrogénio liquido a -
196°C (Salisbury et al., 1978), e armazenadas em botijao criogénico até a realizagao

dos testes.

2.4 CONTROLE MICROBIOLOGICO

O sémen de cada grupo experimental foi submetido a cultura microbioldgica em
placas de Petri em meios seletivos para Gram negativas, P. aeruginosa, mesdofilos,
Salmonela spp e Staphylococcus spp, para realizar a identificagdo de acordo com o
meio de crescimento das estirpes bacterianas e a contagem global de unidades

formadoras de colénia (UFC).
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2.4.1 Contagem e identificacao de P. aeruginosa

Para contagem de microrganismos P aeruginosa, as amostras foram
homogeneizadas (200uL de sémen em 1800uL de solugéo peptonada estéril 0,1%).
Em sequéncia foi realizado o plaqueamento direto com 10uL das amostras em Agar
Cetrimide (CM) sendo espalhada na superficie da placa com ajuda de uma alga em
forma de “T”, cuja temperatura de incubagao em estufa bacteriologica foi de 25°C e
42 °C por 48 horas. Em seguida foram transferidos 0,5 ml da diluigdo para o Caldo
Verde Malaquita (CVM). Apds realizado subcultivo em CVM foram semeados 10uL
das amostras em placas de CM. As UFC tipicas (com pigmento verde azulado,
piocianina) sao consideradas P. aeruginosa (Quinn et al., 2005). Para cada amostra

foi realizado teste em triplicata.

2.4.2 Contagem e identificacao de bactérias Gram negativas

As amostras foram homogeneizadas para progressao dos testes (200uL de
sémen em 1800uL de solugdo peptonada estéril 0,1%). A partir das dilui¢gdes foi
inoculado 10uL das amostras em placas de Petri contendo Agar MacConkey (MC)
sendo espalhadas na superficie do agar pela técnica de Spread-Plate com ajuda de
uma alga em forma de “T". As em seguida as amostras foram incubadas em estufa
bacteriolégica a uma temperatura de 37°C por 24 horas. Para cada amostra foi

realizado teste em triplicata.

2.4.3 Contagem e identificacao de microrganismos aerdbios mesoéfilos

Para contagem de microrganismos aerdbios mesoéfilos totais foram usadas
amostras homogeneizadas (200uL de sémen em 1800puL de solugao peptonada estéril

0,1%). Foram semeados 10uL de cada diluigdo em placas de Petri contendo Agar
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Padrao para Contagem (PCA), sendo espalhadas na superficie da placa pela técnica
de Spread-Plate com ajuda de uma alga em forma de “T”. Sendo entédo incubadas em
estufa bacteriolégica a 30 °C por 72 horas, realizando posteriormente a contagem do

namero de coldnias. Para cada amostra foi realizado teste em triplicata.

2.4.4 Contagem e identificagcao de Staphylococcus spp.

Para a contagem e identificagcdo de microrganismos Staphylococcus spp foram
usadas amostras homogeneizadas (200uL de sémen em 1800uL de solugao
peptonada estéril 0,1%). Foram semeados 10uL de cada diluigdo em placas de Petri
contendo Agar Sal Manitol (SM), sendo espalhadas na superficie da placa pela técnica
de Spread-Plate com ajuda de uma alga em forma de “T”. Sendo ent&do incubadas em
estufa bacteriolégica a 37 °C por 48 horas, realizando posteriormente a contagem do

numero de colbnias. Para cada amostra foi realizado teste em triplicata.

2.4.5 Contagem e identificacao de Salmonella spp e Shigella spp

Para a contagem e identificagdo de Salmonella spp e Shigella spp foram usadas
amostras homogeneizadas (200uL de sémen em 1800uL de solugao peptonada estéril
0,1%). Foram semeados 10uL de cada diluicdo em placas contendo Agar Salmonella
e Shigella (SS), sendo espalhadas na superficie da placa pela técnica de Spread-Plate
com ajuda de uma alga em forma de “T”. Sendo entdo incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 48 horas, realizando posteriormente a contagem do numero
de col6nias. Para cada amostra foi realizado teste em triplicata. Os resultados séo
observados na Tabela 2. Ao fim do periodo de incubagao de cada uma das placas foi

entao realizada a contagem das UFC se utilizando de um contador de coldnias digital.
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Tabela 2 - Descrigdo dos meios de cultura, da temperatura e do periodo de
incubacgao

Microrganismos Meio de cultura

Temperatura de

Periodo de
incubacao para a

incubacao contagem global
de UFC
P. aeruginosa Agar CM 25°C 48 horas
Gram negativas Agar MC 37°C 24 horas
Mesofilos Agar PCA 30°C 72 horas
Staphylococcus spp Agar SM 37°C 48 horas
Salmonella e Agar SS 37°C 48 horas

Shigella

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi realizada a quantificacdo das colénias média +

desvio-padréo (caso os dados seguissem distribuicdo normal) de UFC/ml dos

ejaculados. Os dados laboratoriais foram submetidos ao teste de Turkey comparagéo

das médias dos pares, sendo considerado estatisticamente significativos para

amostras que obtiveram p<0.05 (5%). Para a estatistica foi utilizado o software SAS

(SAS, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

Foi realizada a contagem das colénias com contador de colbnias digital apds o
tempo pré-determinado de cada um dos meios de cultura. As todas as coletas (um
(A1), dois (A2), trés (A3) e quatro (A4) apresentaram crescimento de bactérias
somente em Agar Sal Manitol (SM) e Agar Padrdo para Contagem (PCA). Ja nos
outros meios ndo houve crescimento de nenhuma UFC, indicando inexisténcia de
bactérias Gram negativas que cresceriam em Agar MC, de P aeruginosa, de
Salmonella spp e Shigella spp., como observado na tabela 3.

Souza et al. (2019) relata que ha possibilidade de contaminagéo do sémen por
fémites, equipamentos mal higienizados ou mal esterilizados, nitrogénio liquido
contaminado, diluente contaminado por agentes ambientais, na gema do ovo e pelo
préprio manipulador. No caso houve auséncia de Salmonella spp e Shigella spp,
importantes bactérias que estdo associadas a ovos.

Nao houve crescimento de bactérias Gram negativas, sendo estas de
importancia com varios representantes potencialmente patogénicos como
fermentadores, enterobactérias, como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter spp. e bacilos Gram-negativos nao fermentadores, principalmente por P.
aeruginosa, testada separadamente, Acinetobacter baumannii e Stenotrophomonas
spp. (ANVISA, 2007).

Estudos apontam que o sémen fresco confere maiores taxas de gestagao
quando comparado ao sémen fresco e criopreservado, mas este ultimo apresenta
maior facilidades e flexibilidade quanto a possibilidade de uso, mesmo sendo mais
suscetiveis a alteragdes na viabilidade, podendo decorrer por conta de estresse
quimico, mecanico, térmico e osmoético nos espermatozoides (Barcelos; Savi, 2022).

Experimentos utilizando filtrados de Staphylococcus spp e P. aeruginosa se
mostram nocivos no desenvolvimento de embrides de ratos in vitro (Meyer et al., 1980;
Wierzbowski et al., 1980). Sendo assim a auséncia de bactérias gram-negativas se

mostra ideal.
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Foram obtidos os seguintes resultados apds as analises das amostras. Na
contagem de mesdfilos foram encontradas média de 53 = 37,09 coldnias no grupo
controle (CT), 57 + 25 colbnias no grupo NP 0,5%, 35 + 21 col6nias no grupo NP 0,75%
e 35 = 14 colbénias no grupo NP 1%, ndo havendo diferengas estatisticas. Ja para
Staphylococcus spp, foram encontradas média de 1,5 £ 3,63 col6nias grupo controle
(CT), 1,5 £ 2,92 colbnias no grupo NP 0,5%, 1,5 + 3,86 colénias no grupo NP 0,75%
e 0,5 + 4,50 colbnias no grupo NP 1%, também nao havendo diferencgas estatisticas,

como demostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Descrigdo da média e desvio padrao da contagem UFC de ejaculado
bovino acrescido com diferentes concentragdes de NP de bovino Braford higido, de
quatro coletas e quatros amostras de cada grupo feitos em triplicata.
Bactéria média | Grupo -CT | Grupo -0,5% | Grupo - 0,75% | Grupo -1%

P. aeruginosa 0 0 0 0

Gram negativas 0 0 0 0
Messfilos ~ 53+37,0931 57253775 35+211493 35+ 14,8658

Staphylococeus 15436390 15+29271  1,5+3,8612 0,5+ 4,5092
Spp
Salmonella spp e 0 0 0 0

Shigella spp
Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

A presenga de Staphylococcus spp em sémen industrializado de touros pode se
associar a manipulagao pelo homem (Genovez et al., 1999). Mas também sendo
associada a microbiota prépria do prepucio de touros em baixas quantidades.

A contagem de mesofilos funciona como indicador de qualidade e higiene.
Quando elevada indica falhas durante o processo de producdo e processamento dos
produtos de origem animal (Cardoso et al., 2005), podendo associar que quanto maior
a contaminagao, maior a probabilidade de outras bactérias patogénicas estarem
presentes.

Os dados descritos na Tabela 2 demostram, para as col6nias crescidas em SM,
uma grande discrepancia no numero de bactérias de cada amostra, apresentando
desvio padrao bastante elevado. Se encontrou valores semelhantes na Tabela 4, onde
a quantidade de mesofilos foi semelhante em todos os grupos, mas variando bastante
entre amostras, demostrando possiveis altera¢gdes na quantidade de microrganismos

contaminantes em cada uma das partidas.
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Tabela 4 - Descrigdo da média e desvio padrao da contagem UFC das placas de
Petri de SM para contagem e quantificacao de Staphylococcus spp.
Bactéria média | Grupo - CT | Grupo - 0,5% | Grupo - 0,75% | Grupo - 1%

Coleta 1 811,15 513 812,64 715,56
Coleta 2 111 110 111 110
Coleta 3 412,30 413,46 411,15 144,35
Coleta 4 0,3+0,57 111 110,57 0,3+0,57

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Esse resultado pode ser causado devido a contaminagao ou até mesmo falha no
processo de higienizagcado do prepucio do animal o que aumentou a carga bacteriana
em algumas coletas, sendo as amostras um e dois as com maior quantidade de
mesofilos.

Os resultados estatisticos obtidos indicam que a adigdo do extrato em diferentes
concentragdes nao produziu efeitos significativos sobre as variaveis dependentes. O
valor de Pr > F extremamente elevado (acima de 0,90 para diversas variaveis)
demonstra que ndo ha diferengas estatisticamente significativas entre os grupos,
sendo as variagdes observadas atribuiveis ao acaso.

Os dados demostrados na Tabela 4, estdo representados no Figura 1. No caso
da presenca de Staphylococcus spp, o R-Square é de 0,001955, indicando que menos
de 0,2% da variagéo pode ser atribuida a adigdo do NP. Além disso, o alto coeficiente
de variagao sugere uma disperséao significativa nos dados, o que refor¢ga a auséncia
de uma relacao clara entre os tratamentos e os resultados observados.

A presenca de mesofilos que teve um valor de Pr > F de 0,0840, sugerindo uma
tendéncia de significancia marginal. Esse achado indica que, com ajustes no tamanho
amostral ou nas condi¢cdes experimentais, o efeito do tratamento sobre as bactérias
mesofilas poderia emergir como estatisticamente significativo. Esse fator poderia se
tornar relevante, sugerindo que o uso de extrato nas concentragdes de 0,75% e 1%
pode diminuir a quantidade de UFC de mesdfilos. Isso pode sugerir problemas na
selecao de variaveis ou que os tratamentos aplicados ndo possuem um efeito forte
sobre os parametros avaliados.

Em trabalho, Moura et al. (2015) aponta que para Staphylococcus aureus, P.
aeruginosa e outras bactérias ndo houve atividade bactericida nas concentragdes de

5 e 10%, elencando que neste trabalho o acréscimo maximo do NP se deu a 1%,
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podendo nessa concentragao ocorrer a ineficacia do tratamento para Staphylococcus

spp de modo geral.

15
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Figura 1 - Descrigcao grafica da média e desvio padrdo da contagem das UFC das
placas de Petri de SM para contagem e quantificagédo de Staphylococcus spp

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Amostra A1 apresentou crescimento tanto de Staphylococcus spp quanto de
mesofilos, proximos em todos os grupos. A A2 teve uma baixa contaminagao por
Staphylococcus spp, mas uma alta quantidade de mesdfilos, A A3 teve valor
intermediario para o crescimento de Staphylococcus spp e mesofilos. A A4 teve
valores médios na contagem de Staphylococcus spp e baixa quantidade de mesdfilos

sendo a amostra com menor contaminagéo por esse tipo de microrganismo.

Tabela 5 - Descrigdo da média e desvio padéo da contagem das UFC das placas de
Petri de PCA para contagem e quantificacdo de mesofilos
Bactéria média Grupo -CT Grupo -0,5% Grupo -0,75% Grupo -1%

Amostra 1 58+21,96 768,54 47+26,15 60+72
Amostra 2 113+29,02 60+3 58+8,02 41+5,03
Amostra 3 49+2,08 20,5+9,19 28+1 337
Amostra 4 26+3,21 264,72 27+8,38 279,29

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
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Os dados da Tabela 5 estdo expostos na Figura 2, a fim de melhorar o

entendimento.
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Figura 2 - Descrigao grafica da média e desvio padao das UFC das placas de Petri
de PCA para contagem e quantificacido de mesdfilos

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os resultados demostram que nao houve diferenga entre o grupo controle e os
demais grupos acrescidos com o extrato natural nos valores estatisticamente
significativos (p<0.05) no teste de Tukey. Sendo assim, ndo se pode dizer que o
acréscimo do NP apresenta qualquer influéncia na quantificacdo de UFC pelo método
de contagem de bactérias veiaveis por superficie de placa.

A Organizagdo Mundial da Saude Animal (OIE) preconiza que a contagem
bacteriana no sémen industrializado em centrais ndo deve ultrapassar 5x102 bactérias
por ml de sémen. Sendo que mesmo nas condigdbes mais desejadas, com higiene
adequada, a contaminagdo microbiana geralmente varia entre 150.000 e 650.000
microrganismos/ml (Carvalho, 2012).

Ainda ha poucas informagdes sobre como a presenga de microrganismos no
sémen pode impactar diretamente sua capacidade fecundante e causar infecgbes em
fémeas bovinas. A OIE alterou os padrbes de biosseguranga e atualmente, ndo define
mais um limite de microrganismos por mL de sémen para inseminagao artificial. No
entanto, a contaminacao bacteriana tem se mostrado um fator limitante nas técnicas

de FIV, especialmente durante o cultivo, onde pequenas quantidades de bactérias
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oportunistas podem se multiplicar consideravelmente acarretando o insucesso da
técnica (Carvalho, 2012).

Estudos e ensaios clinicos envolvendo uso de extrato e mais especificamente
seu acréscimo como diluidor no sémen sao extremamente escassos, podendo apontar
seu uso principalmente quando com objetivo de mitigar o estresse oxidativo e
preservacdo da membrana celular dos espermatozoides. Mais estudos devem ser
realizados, ainda mais quando levado em conta as capacidades antimicrobianas do
NP.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de NP para finalidade de diminuicdo da carga bacteriana em amostras
de sémen diluido com TRIS-gema acrescidas com NP em diferentes concentragdes
nao apresentou significancia para redu¢ao no numero de UFC nas concentragcdes
apresentadas, sendo pouco eficiente para reducao de UFC de Staphylococcus spp.
Mas outros trabalhos sobre o uso de NP para a reduc¢ao na quantidade de bactérias
sdo necessarios, podendo-se realizar estudos com contaminacdo experimental, bem

como a viabilidade do extrato em meio rico em espermatozoides e no meio diluidor.
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